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Verfahren zur Herstelluno von inf ktlonsfreien pharma- 
zeutifichen PrSparaten und/oder Nahrunqsmltteln aus 
infekti6Ben>> insbesondere Prionen enthaltendew > Material 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
nicht-infektidsen pharinazeutischen PrSparaten und/oder 
Lebensnitteln aus einem Ausgangsmaterial , das einen Oder 
mehrere verschiedene Arten von infektiosen Erregern* insbe- 
sondere Prionen ^ enthSlt. bzw. bei dem nicht sicher ist, dafi 
es frei von solchen Erregern ist. 

Das wachsende Verstdndnis fur den Stoffwechsel in Lebewesen 
hat dazu gefuhrt, dafi immer mehr Signal- und Transmittersub- 
stanzen, wie beispielsweise Hormone ^ zur gezielten Steuerung 
und Beeinf lussung von Korperfunktionen verwendet werden. 
Daher enthalten eine Vielzahl von pbarmazeutischen Prfiparaten 
und Nahrungserginzungsmitteln derartige Wirksubstanzen. Ein 
Grofiteil der hierfflr eingesetzten Substanzen wird jedoch aus 
biologischen Quellen erhaltent d. h. durch Entnahne von 
Organen^ Geweben Oder Kdrperf lOssigkeiten aus pf lanzlichenr 
insbesondere jedoch aus tierischen oder gar menschlichen 
Spendern oder auch aus Zellkulturen davon. 

Bei der Gewinnung von Substanzen aus lebenden Spendern 
besteht jedoch auch das Risiko/ dafi unwissentlich Material 
von Spendern verarbeitet wird, das mit einem oder sogar mit 
mehreren pathogenen Erreger infiziert bzw. verseucht ist* 
Dies stellt sowohl bei bekannten Erregern* wie beispielsweise 
dem Aids ausldsenden Hl-Virus, sowie beispielsweise bei den 
blslang unerkannten* beispielsweise den sogenannten Rinder- 
wahnsinn (BSE) oder auch Scrapie ausl6senden Erregern ein 
hohes Risiko bei der Herstellung solcher biologisch- . 
therapeutischen PrSparate dar. Biologisch-therapeutische 
Wirksubstanzen r wie beispielsw ise das Immunsystem 



wo 96/05846 



PCr/DE9SM)10M 



- 2 - 

aktivi rende und regulier nde Wirkstoffe. werd n industriell 
aus d r ThymusdriJse von KSlbern, das nenschliche Wachstums- 
hormon hGH wird aus der Hypophyse und Heparin wird zum 
Beispiel aus den Darm von Schweinen oder der Lunge von 
Rindern gewonnen. Weitere Substanzen werden aus verschiedenen 
Plazentaextrakten erhalten. Bei Substanzen, die aus Zellkul- 
turen gewonnen werden. besteht ebenfalls ein Risiko, dafi 
diese Viren oder Virusarten oder virusShnliche Partikeln, 
sog. virus-like-particles, oder Prionen enthalten oder damit 
kontaminiert sind. 

Es ist daher bereits auf vielfaltige Weise versucht worden. 
derart gewonnene PrSparate garantiert inf ektionsf rei herzu- 
stellen. Eine hierzu h3ufig verwendete Methode ist die 
Hitzesterilisation, die jedoch bei vielen biologischen 
Therapeutika auch zu einer teilweisen oder sogar zu einer 
vollstgndigen Inaktivierung des biologischen Wirkstoffes 
fuhrt. Im Falle des Erregers der spongif ormen Enzephalopathie 
hat es sich sogar gezeigt, daS selbst Temperaturen von 130 
keine hinreichende Sicherheit zu seiner Inaktivierung bieten. 
Auch mittels chromatographischen Verfahren, wie beispiels- 
weise nit der sogenannten Gelausschlufichronatograpie oder 
auch nittels Af f initStschromatographier ist versucht worden, 
die Menge der vorliegenden Erreger zu reduzieren oder diese 
sogar vollstindig zu entfernen. Eine weitere Methode zur 
Entfernung von unerwOnschten pathogenen Kelnen ist das 
vorzugsweise f raktionierte Ausf alien nittels Annoniunsulf at • 

Das an einfachsten durchzufQhrende und daher auch an hdufig- 
sten verwendete Verfahren ist die Ultrafiltration nittels 
Menbranen. wobei die Erreger aufgrund ihrer gr66eren Vo- 
lunenmasse von der Filtrationsnenbran zuruckgehalten werden, 
wohlngegen der kleinere gewanschte Wirkstoff die Menbran 
passieren kann. Die Porengr&Se solcher Ultraf iltrationsnen- 
bran n ist j doch nicht konstant, sondern weist eine durch 



W096A)5846 



PCT/DE95/01094 



• 3 - 

di Herstellung b dlngte statistische GroRenvert ilung auf , 
so daft in jed r Membran zwangslSufig gr66ere Poren vorliegenr 
durch die dann auch Bestandteile mit einem gr6Seren Volumen 
b2w. Mafise und dainit auch Bakterien, Viren und Prionen bzw. 
sogenannte ••langsame Viren" durch die Filtrationsroembran 
hindurchgelangen kdnnen, so daS regelmSBig im Piltrat noch 
eine u.U. infektidse Menge des Erregers vorliegt. 

Elne Titerreduktion von Erregern der spongiofornen 
Enzephalopathie fiber 7 Zehnerpotenzen durch nur einen Ver- 
fahrensschritt 1st bisher In der Llteratur nur von Autokla- 
viervorgSngen Oder Alkalibehandlung her bekannt (Danner, K. 
(1991): Cbertragung spongiof ormer Encephalopathien durch 
Arzneimittel, Pharm. Ind. , 53, 614 - 623). Als maximal 
erreichbar gelten 8 Zehnerpotenzen durch 20 miniitige 
Autoklavierung bei 133 Oder einstOndige Behandlung mit 1 N 
NaOH bei 20<»C (Bundesgesundheitsamt : Bekannroachung der 
Sicherheitsanforderungen an Arzneimittel aus Korperbestand- 
teilen von Rind, Schaf und Ziege zur Vermeidung des Risikos 
einer Obertragung von BSE oder Scrapie vom 16. 2. 1994). 

Alle zuvor genannten Verfahren haben gemeinsam, da& sie keine 
100 %-ige Sicherheit dafflr bieten, daft der potentiell vor- 
liegende Erreger garantiert entfernt worden let. Aus dieaem 
Grunde schreiben die Arzneimittelzulassungsbehdrden vor, daft 
bei der Herstellung von biologischen Therapeutika mehrere 
verschiedene der zuvor genannten Verfahren verwendet werden 
mflssenr da mit nur einer Nethode allein auch bei wlederholter 
Anwendung bislang keine 100 %-ige Inaktivierung des patho- 
genen Erregers sichergestell t war. Eine serielle Verwendung 
des gleichen Verf ahrensschrittes wird daher von den Arznei- 
mittelbeh6rden explizit als unerwunscht angesehen. Bei der 
"National Scientific Conference on Viral Safety and Evalua- 
tion of Viral CI arance from Biopharmaceutical Products" 
(Bethesda, Maryland, USA, 14. Juni 1995) lehnt 
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beispi Isweise Dr. J. Low r void Paul Ehrlich Institut (Arz- 
neimittelslcherh itsbehdrde) beiin Vortrag von Dr. S. Manabe 
es au8 diesen Sicherheitsgrtoden ab, infektifises Material 
allein durch Ultrafiltration beispielsweise an nit Phagen 
validierten Membranen zu entfernen. 

Au8 M. Pocchiari et al.r Archives of Virology, 1988, Seite 
131 sowie aus der EP-A-0 307 373 ist es beispielsweise 
bekannt, bei der Herstellung von menschlichem Hachstunshormon 
aus der Hypophyse des Menschen zur Reduzierung der 
Scrapieinfektivitat <iber einen Filter mit einen AusschluSvo- 
lumen von 100 kD oder fiber einen Filter mit einer Porengr6Se 
von 25 nro zu filtrieren, wobei in beiden FSllen eine Abnahme 
der Infektivitat des Inf ektionstiters urn einen Faktor von 2,2 
bzw. 2,0 Zehnerpotenzen erreicht wird. Diese 
Abreicherungsrate ISSt sich gemafi dem dort beschriebenen 
Verfahren dadurch erh6hen, dafi der Losung soviel Harnstoff 
zugesetzt wird, daS sie eine Konzentration von 6 M aufweist. 
Mit Hilfe dieses Additives konnte der Titer des infektidsen 
Agens von Scrapie sowie des Creutzf eldt-Jakob-Syndroms um 
einen Faktor von 4,4 bzw. 5,6 Zehnerpotenzen verringert 
werden. Urn sicherzustellen, daft das Endprodukt keine infek- 
tidsen Erreger mehr aufweist, werden jedoch von den Arznei- 
mittelsicherheitsbehdrden wesentlich hdhere Entfernungsraten 
verlangt. G. Stiles, '"Unconventional Viruses**, A unique 
challenge in the manufacturing of biotherapeutics , 
Proceedings of the workshop on biopharmaceutical process 
validation, February 20. 1992 r Basel, Schweiz, 
Microbiological Associates Inc. Rockville, Maryland, U.S.A. 
beschreibt, daS es durch eine Mischung von verschiedenen 
Aufreinigungsverf ahren, wie beispielsweise Membranf iltration 
mit 6 molaren Harnstoff, AusfSllen mit Ammoniumsulf at , 
chromatographische Auftrennung, und insbesondere auch durch 
eine Auswahl der Spendertiere, (VerdQnnung des infektidsen 
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Materials), moglich ist, eine "Abreicherung" des Viruses auf 
fiber 22 Zehnerpot nzen zu erreichen. 

Aus der WO 91/12027 let ein Verfahren zur Bestiromung der 
Abreicherung von Viren in Ldsungen und zur Bestimmung der 
Abrelcherungsrate bekannt. Dabei wird das zu reinigende 
Material Ober eine Ultraf iltrationseinheit geleitet, deren 
Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, inden der Filter 
Oder die Filtrationseinheit nit Viren der Famille Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt und daraus die Abreicherungsrate ermittelt 
wurde. 

Die Erfindung hat zum Ziel, ein Verfahren zur Herstel lung von 
Biotherapeutika bzw. Lebensroitteln oder auch Additiven 
hierfur bereitzustellen . das auch iro grofitechnischen MaSstab 
einfach und bequem durchzufiihren ist und das sicherstellt , 
daft bei der Verwendung der hiermit erhaltenen Produkte in 
pharmazeutischen PrSparaten und/oder Nahrungsmitteln keine 
Infektion mehr auftreten kann, wenn dabei init Prionen infi- 
ziertes oder soger hochgradig infekti6ses Ausgangsroaterial 
verwendet wird. 

Dieses. Ziel wird nun erfindungsgemfifi dadurch erreicbt, daS 
man ein gegebenenf alls mit infekti6sen Prionen verseuchtes 
Ausgangsroaterial dadurch von den infektidsen Bestandteilen 
gSnzlich befreit oder zumindest soweit befreit, daS es nicht 
mehr infektids ist, indem man es wiederholt fiber eine Ultra- 
filtrationsroembran filtriert. Obwohl dies nicht zu erwarten 
wart wurde n§xnlich entgegen dem theoretisch zu erwartenden 
Ergebnis gefunden, dafi bei einer wiederholten Filtration fiber 
die gleiche (oder auch eine andere) Membran die jeweilige 
Abreicherungsrate des infektidsen Agens ansteigt. Auf diese 
Welse ist es daher moglich, die Abreich rung des gegebenen- 
falls vorliegenden pathog nen Erregers durch eine m.hrfache 
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Wi d rholung der Ultrafiltration beschleunigt 2U entfern n 
und man kann daher auf ander V rfahren v rzicht n, d. h. es 
ist erf indungagemSfi moglich, den oder die Erreger bzw. 
Prionen ledigllch durch die wiederholte Anwendung der Fil- 
tration zu entfernen. Wie von anderen Filtrationen bekannt 
istr wSre zu erwarten geiieeen, daft grofte Partikel zunfichet 
abgereichert werden und die kleineren Partikel in nach- 
folgenden Filtrationen in inner geringer werdenden 
Abreicherungsraten entfernt werden kdnnen. Gerade dies ist 
jedochr wie erf indungsgenSft gefunden wurde, bei Prionen nicht 
der Fall. Vielnehr werden diese bei der zweiten und bei 
nachfolgenden Filtrationen in inner hoheren Raten entfernt 
(s. Fig. 2). Die einzelne Abreicherung ninnt daher nit den 2. 
Filtrationsschritt zu und nicht ab. 

Das erf indungsgenSfie Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net fflr die Entfernung von sogenannten "langsanen Viren", 
also Prionen, erwiesen. Besonders bevorzugt wird das 
erfindungsgenSSe Verfahren zun Entfernen des Erregers der 
spongifornen Enzephalopathie, insbesondere von Scrapie* 
Rinderwahnsinnn (BSE), Jakob-Creutzfeldt , Kuru, Gerstnann- 
StrSussler und Alzheiner, verwendet. 

Ein weiterer Vorteil des erf indungsgen3fien Verfahrens liegt 
darin. daB gleichzeitig andere infekti6se Materialien wie 
Viren und Bakterien, sowie Endotoxin ebenfalls entfernt 
werden, was z. B. bei anderen Inaktivierungsverf ahren nicht 
inner der Fall ist. 

Bevorzugte Organe fflr die Gewinnung von Ausgangsnaterial sind 
Thynusr insbesondere Kalbsthynus, die Hypophyse von Tieren 
und Menschen, tierische und nenschliche Plazenta sowie die 
Intestinalprgane von Schwein und von Wiederkauern, wie Rind, 
Ziege und Schaf. Auch K6rperf l&ssigkeiten, insbesondere Blut, 
sind b vorzugt. Auch BionolekQle aus Zellkulturen^ wie z. B. 
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Interleukin-2 aus stimulierten m nschlich n Lyinphozyten, 
G w bs-Plasininogen-Aktivator (t-PA) aus SSugeti rzellkultur 
Oder rekombinante Glykoproteine sind nSmlich ebenfalls 
potentiell mlt pathogenen Erregern kontaminiert • Das 
erfindungsgemSfie Verfahren ist auch besonders fQr die Gewin- 
nung von Substanzen und PrSparaten aus transgenen Tieren oder 
au8 transgenen Zellkulturen geeignet, da diese hSufig Zoono- 
sen aufweisen. 

Pur das erf indungsgemS&e Verfahren werden vorzugsweise 
Ultraf iltrationsmembranen verwendet, die einen Porendurcb- 
messer von kleiner 100 nm, vorzugsweise von 50 - 0.5 nin, 30 
-1 nm aufweisen, wobei 10 - 1 nm bevorzugt sind. Bevorzugte 
durchschnittliche Porengrdfien lassen Molekule mit einem 
Molekulargewicht von 30 kD die Membran nicht mehr passieren. 
Besonders bevorzugt sind Spiralmembranen und insbesondere 
Membranen nit Tangentialf lu&, vie sie beispielsweise unter 
der Bezeichnung Amicon Spiralmembranen , z. B- S1Y30, S10Y30 
und S100Y30, im Handel erhSltlich sind. Besonders geeignet 
sind hydrophile Membranen, insbesondere mit geringen Adsorp- 
tionseigenscbaften, wie Membranen aus regenerierter 
Cellulose, aus Polysulfon bzw, Gemischen davon. 

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, die im erfindungs- 
geroSfien Verfahren zu verwendende Ultraf iltationsmembran vor 
ihrer Verwendung mit dem zu f iltrierenden Ausgangsmaterial 
vorzubehandeln. Dazu wird fiber die hydrierte, vorgewSsserte 
und zweckmiSigerweise mit einer physiologischen Kochsalzld- 
sung getrSnkte Membran ein garantiert erregerfreies Aus- 
gangsmaterial filtriert. 

Es hat sich gezeigt, daB sich mit dem erf indungsgemS&en 
Verfahren allein mit der zweiten Ultrafiltration der Erreger 
urn mind stens ein n Faktor von 10- insbesonders urn minde- 
stens 10-'' r abreich rn l§Bt. Zw ckmSBigerw ise wird das zu 
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r inigend Material so oft uber eine Ultraf iltrationsm nbran 
filtriert, bis sich iiii Filtrat keine Inf ektiosl tSt mehr 
nachweisen Idfit. Dies ist nach mindestens zweifacher, vor- 
zugsweise drei- oder mehrfacher Ultrafiltration der Fall. 

Das erf indungsgemSfie Verfahren hat sich als besonders geeig- 
net erwiesen, wenn das zu reinigende Material fiber einen 
Ultraf ilter oder eine Ultraf iltrationseinheit geleitet wird« 
deren Abreicherungsrate zuvor ermittelt wurde, wie dies in 
der WO 91/12027 beschrieben ist. Dabei wird der Filter oder 
die Filtrationseinheit mit Viren der Familie Leviviridae 
beaufschlagt und vor und nach der Filtration der Titer der 
Viren bestimmt. Aus der Differenz der Viruskonzentration wird 
dann die Abreicherungsrate ermittelt. Bevorzugte, hierffir 
verwendbare Testviren sind die Leviviridae-Viren MS2, F2 oder 
R17. Als besonders zweckmSftig hat sich jedoch der 
Bakteriophage fr mit der Hinterlegungsnummer ATCC Nr. 
15767-81 erwiesen, wie dies in der zuvorgenannten WO 91/12027 
naher beschrieben ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das 
erfindungsgemSfte Verfahren mittels eines Druckhaltetestes 
kontrolliert wie es in der WO 93/02714 beschrieben ist. 

Bevorzugte mit dem erf indungsgemS&en Verfahren hergestellte 
Produkte sind die das Immunsystem stimulierenden bzw. regu* 
lierenden Substanzen des Thymus, sowie Heparin und mensch- 
liches Wachsturoshormon , sowie liber SSugerzellkulturen gewon- 
nene natflrliche oder rekombinante MolekQle. 

Die Erfindung soil durch die folgenden Beispiele nSher 
erlautert werden. 
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Belflpiel 1 

VollBtSndige Entfernung von Scrapie-Erregern 
Modellhaft fOr sog. langsame Vlren bzw. Prlonen wurde 
Scrap! e-Erreger in einem Hamsterstamni verroehrt und nach 
Beaufschlagen auf elner produktionstypischen Ultraflltratl- 
onaanlage von 5 seriellen Patronen abgereicbert und die 
Infektldsitat der Ultraf iltrate Im Tierversuch ermittelt 
(siehe Fig. 1). 

1.1 Gewinnung von infektidsen Scrapie-Erregern 

Ein mlt dem Scrapiestamm 263K Infizlertes Gehlrn eines 
Hamsters im Terminalstadlum wurde maceriert und gepoolt. 
Davon wurden 500 mg in 4,5 ml einer sterilen physiologischen 
Sal2l6sung gegeben, horoogenisiert und 10 Minuten lang bei 500 
g zentrifugiert. 50 pi des Oberstandes wurden intracerebral 
in 40 syrische LVG-Hamster injiziert. Die Tiere wurden bei 
Auftreten der Erkrankung mittels Genickbruch getotet, sobald 
dies aufgrund ihres klinischen Zustands notwendig war. Dies 
war iSblicherweise 65 bis 80 Tage nach der Injektlon der Fall. 
Die Gebirne wurden aseptisch entnommen, gefroren, maceriert, 
mit einer sterilen Kochsalzldsung versetzt und homogenisiert . 
Danach wurde 10 Minuten lang bei 500 g abzentrifugiert und 
der OberBtand als -Spike"-Material verwendet. 

1.2 Gewinnung von Thymusdrusen-Homogenisat 

Es wurden drel Thymusdriisen von KSlbern puriert (ca. 550 g) 
und mit 1,5 1 pyrogenf reiem Wasser versetzt und horoogeni- 
siert. Das Homogenisat wurde bei 4 bis zum Gebrauch 
gelagert. 
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Dl Vorfilter und Ultrafilter wurden wl flblich mit Wasser 
gewaschen. Fur die Vorf iltration wurd Thymusextrakt hinter- 
einander iiber Nylongaze und drei Mikrof iltrationsroembranen 
(Pall, Nylonmembranen) mit PorengroEen von 2,0 pm, 0,8 pm und 
0,2 pro filtriert. Uin Bicherzustellen, 6a& die Entfernung des 
Erregers nicht durch eine Absorption der Partikel an der 
groSen inneren OberflSche der spiralgewickelten Patronen 
verfSlscht wird und um rndglichst die alleinige 
Filtrationsabreicherung zu erfassenr wurden die fOr die 
Virusabreicbueng einzusetzenden Filter vorbeschichtet . Dazu 
wurden sowohl die Vorfilter als auch die Filter wurden mit 
dem gewonnenen Thymushomogenisat vorbehandelt , d. h., es 
wurde jeweils eine geringe Menge (4 x 200 ml) fiber den Filter 
gegeben . 

1.3 Entfernung der Scrapie-Erreger 

10 ml der in Beispiel 1 gewonnenen Scrapie-Spike-L6sung wurde 
600 ml des Thymushomogenisats zugesetzt und bei 4 uber 
Nacht stehen gelassen. Dann wurde die Lfisung fiber einen 
ersten Vorfilter mit einer PorengroRe von 2,0 pm, einen 
zweiten Vorfilter mit einer Porengr68e von 0,8 pm und einen 
dritten Vorfilter mit einer Porengr6fie von 0,2 pm filtriert. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe A bezeichnet. 

190 ml des gespikten Vorf iltrat-Materials wurden nochmals mit 
6 ml der Scrapie-Spike*Losung beaufschlagt und dann einer 
Ultrafiltration fiber eine Amlconmembran SlYSO unterworfen. 
Das so erhaltene Filtrat wurde als Probe B bezeichnet. 

144 ml von Probe B wurden nochmals mit 6 ml des Scrapie- 
Spike-Materials beaufschlagt und einer zweiten Ultrafiltra- 
tion fiber eine weitere Araicon S1Y30-Membran unterworfen. Das 
hierdurch erhaltene Filtrat wurde als Probe C bezeichnet. 



wo 96/05846 



PCT/DE9S/01094 



- 11 - 

121 ml der Probe C wurden nochmals roit 6 ml des Scrapi - 
Spik -Materials vers tzt und nochmals wie zuvor elner Ultra- 
filtration fiber die gleicbe Membran unterworfen. Die hierbei 
erhaltene L68ung wird als Probe D erhalten. 

121 ml der Probe D wurden einer vierten Ultrafiltration fiber 
die gleiche Membran unterworfen. Die hierbei erhaltene Ldsung 
wurde als Probe E bezeichnet. 

93 ml der Probe E wurden einer ffinften Ultrafiltration mit 
der gleichen Membran unterworfen. Das hierbei erhaltene 
Filtrat wird als Probe F bezeichnet. 

Die Probe F wurde anschlieSend nochmals durch eine Steril- 
filtration fiber einen Filter von 0,2 pm geleitet. Das hierbei 
erhaltene Filtrat wird als Probe G bezeichnet. 

Zum Oberblick fiber das verwendete Abreicherungsverf ahren wird 
auf Fig. 1 verwiesen. 

1.4 Titration des infektiosen Erregers am Hamstermodell 

Jeweils 12 Hamstern wurden 50 pi der unverdfinnten bzw. 
logaritmisch verdfinnten Proben A, B, C, D und G intracerebral 
injiziert. Fur die Proben E und F wurden jeweils 24 Hamster 
mit nur 50 pi der unverdfinnten L6sung intracerebral infi- 
ziert. Zur Bestimmung der Inf ektiositSt des Scrapieagens 
wurden insgesamt 96 Hamstern mit 50 \\1 des Spike-Materials 
mit verschiedenen Verdfinnungen behandelt, wobei fflr jede 
Verdfinnung 12 Hamster infiziert wurden. 

50 Tage nach Injektion wurde der Zustand der Tiere bezfiglich 
klinischen neurologischen Symptomen beobachtet, und alle 
befallenen Tiere wurden in dem Terminalstadium der Erkrankung 
getotet und analysiert. Tiere, die keine Symptome zeigten, 
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wurd n nach B ndigung der Studie, d.h. ca. 450 Tag nach 
Inj ktion ebenfalls g tStet und unt rsucht. 

- Titration dea Scrapie-Splke-Materials (positive Kontrolle) 
Nach Beendigung der Studie zeigten alle Hamster, die mit dem 
unverdQnnten Spike-Material sowie mit Verdflnnungen von 10*^ 
bis 10-" infiziert worden waren, eine hlstopathologisch 
bests tigte Scrapie-Infektion. Bei den Verdiinnungen von 10- « 
und 10-'' zeigten 7 von 12 Hamstern eine Infektion, die 
ebenfalls durch taistopathologische Untersuchungen bestStigt 
wurde. Keiner der Hamster « die mit der 10- • verdunnten L5sung 
infiziert worden ist, zeigte irgendwelche klinischen Oder 
histopathologischen Symptome der Scrapie-Erkrankung. 

Probe A (nach Vorf il tration) 
Hamster, die mit der unverdunnten Probe A und mit Verdikn^ 
nungen bis zu 10- » infiziert wurden, zeigten das Auftreten 
von Scrapie. Bei keinem der Hamster, die mit den 10- und 
lO-'^-fachen Verdiinnungen infiziert wurden, konnte der Aus- 
bruch der Erkrankung beobachtet werden. 

Probe B (Produkte der ersten Ultrafiltration) 
Hier wurden nur noch nach Injektion mit der unverdiinnten 
sowie mit den 10- und lO-^-fachen Verdfinnungen das Auftre- 
ten von Scrapie-Infektionen beobachtet. Bei weiteren Verdfln- 
nungen konnte kein Auftreten der Erkrankung mehr beobachtet 
werden • 

Proben C bis G 

Nach Beendigen der Studie wurden mit diesen Produkten kein 
Auftreten einer Scrapie-Inf ektion in den Proben C, E^ F und G 
gefunden. Lediglich 2 Hamster, die mit der unverdiinnten Probe 
D infiziert wurden, entwiqkelten klinische Anzeichen einer 
Scrapie-Inf ktlon- In diesem Zusammenhang wird nochmal darauf 
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hing wi sen, daS die Probe D nach d m Respiking d s Filtrates 
mit Scrapi -Horoogenisat erhalt n vurde. 

Die Ergebnisse der Hamster-Inokulation und die Ergebnisse der 
Histopathologie und des Infektionstiters (LD50/ml) sind in 
Tabelle 1 angegeben. Dabei wurde der Inf ektionstlter unter 
Verwendung der Methode von Karber (1931, Beltrag zur kollek- 
tiven Behandlung pharmakologiacher Reinverauche; Archives of 
experimental pathology and pharmacology, 162 . 480 - 483) wle 
folgt bestimmt: 

m = X + 1/2 d-d (S rl) 

(n) 

wobei 

ro der durchschnittliche LD50-Wert pro Inokulationsvoluroen 
bedeutet , 

X der Reziprokwert der hdcheten infektiosen Verdunnung 
bedeutetr 

d der Logarlthmus des VerdQnnungsintervalls, 
rl die Anzahl der bei jeder Verdfinnung nicht infizierten 
Tiere und 

n die Anzahl der mit jeder VerdQnnung inokulierten Tiere 
bedeutet • 

Auf diese Weise ergab sich fflr das Ausgangsmaterial ein 
Infektionstlter von 10«'<» LD50/ml . Nach drei Vorf iltrationen 
fOr die Probe A 10<**^ LD50/ml betrug die Gesamtzahl der 
infektidsen Erreger vor der ersten Ultrafiltration somit nach 
dem Respiken (6 ml x 10" '^V) 10«'«3 LD50-Einheiten (150 ml). 
Nach Ultrafiltration enthielt die Probe B nur noch 10^'»« 
LD50-Einheiten (10«'«' LD50/rol). Dies ergibt eine 
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Abr icherung des Erreg rs b i d r ersten Ultrafiltration un 
den Faktor lO*-*^ . 

Abreicherung bel der zwelten Ultrafiltration 

Nach dem Respiken der Probe (6 ml x lO**^^) enthielt die 
L68ung (127 ml) insgesamt 10*'«» LD50 Erreger. Der trotz 
erneuter Beauf schlagung gefundenen Inf ektionstiter nach der 
zweiten Ultrafiltration war kleiner ale 1 LD50/inl, d. h. es 
wurde kein Erreger mehr gefunden. Dies ergibt einen Titer in 
127 ml von < 10« LD50. Damit ist die Abreicherung i» zweiten 
Ultraf iltrationsschritt grfiBer als 10^'*». 

Wie zuvor beschrieben wurde die Probe G bestimmt. Hier wurde 
eine Abreicherung um einen Faktor von > 10^' *• gefunden. 

Fig. 2 zeigt die Abreicherungsraten dee Scrap! e-Erregers 
durch serielle Ultrafiltration. Entgegen dem theoretisch zu 
erwartenden Ergebnis einer konstanten oder sogar abnehmenden 
Abreicherung t wie sie etwa bei der seriellen Filtration des 
Bakteriophagen fr Ober die gleiche Ultraf iltrationsmenbran 
S1Y30 beobachtet wird (WO 91/12027. Tabelle 3). nimmt die 
Abreicherungsrate fOr den Scrapie-Erreger nach dem ersten 
Filtratlonsschritt mehr als 2 Zehnerpotenzen zu. 

Durch die serielle Ultrafiltration kann somit selbst die 
Titerreduktion durch die als sicher geltenden Autoklavier- 
oder Alkalibehandlung urn ein Erhebliches unterschritten und 
damit ein Arzneimittel ohne Gef ahrdungspotentlal durch 
Erreger der spongioformen Enzephalopathien hergestellt 
werden. Unabh§ngig davon kdnnen natQrlich zusStzliche Vor- 
Oder Nachreinigungsschritte mit dem erf indungsgmeSBen Ver- 
fahren kombiniert werden. Das erf indungsgemS&e Verfahren 
zeichnet sich dadurch aus, dafi die Erreger durch 
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Ultrafiltration entfernt w rd n, bis das Produkt init Sicher- 
heit nicht roehr inf ktids wirkt. 

Die vorliegenden Versuche belegen, dafi mit einer wiederholten 
Ultrafiltration die Entfernung von infektidsen Erregern, wie 
Prionen bzw. sogenannten "langsamen Viren" die 
Abrelcherungsgeschwindigkeit pro Filtrationsschritt um 
Bindestens das 100- bis 1000-fache ansteigt, was zu einer 
rapiden Beschleunigung der Entfernung des Erregers und damit 
auch zu einer Inf ektionssicherheit des so erhaltenen Pro- 
duktes fiihrt. 
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Pat ntanflprflche 

1. Verfahren zur Herstellung von pharmazeutiechen 
Praparaten und/oder Nahrungsmitteln aus mdglicherwelee mit 
Prionen vereeuchtero Ausgangsmaterial , umfassend die sichere 
Entfernung der infektiosen Erreger, dadurch gekennzelchnet, 
dafi die Prionen lediglich dadurch entfernt werden, dafi man 
das zu reinigende Material wiederholt fiber elne Ultrafiltra- 
tionsmembran und/oder fiber elne Serie von Ultraf lltratlons- 
raembranen filtriert. 

2. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daS das lnfekti6fie Material ein 
Erreger der spongiformen Enzephalopathie ist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der Erreger Scrapie, BSE. Kuru. 
Gerstmann-StrSussler, Jakob-Creutzf eldt und/oder Alzheimer 
verursacht . 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft man die Flltrationsroembran vor 
ihrer Verwendung mlt dero zu f iltrierenden Ausgangsmaterial 
vorbehandelt . 

5. Verfahren nach elnen der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, daft man ab der zweiten Ultrafiltra- 
tion den Erreger um mindestens einen Faktor von 10-* , vor- 
zugsweise mindestens 10- », abreichert. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprfiche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das pharmazeutische PrSparat 
Thymusfraktionen, Heparin, natfirliche und/oder rekombinante 
Proteine aus Zellkulturen und/oder humanen m nschllchen 
Wachstumsfaktor enthSlt. 



"^O*^ PCTADE9S/«,094 

- 21 - 



7. Verfahren nach einem d r vorhergehenden Ansprflche, 
dadurch gekennzeichnet, daft das pharmazeutisch Praparat 
lJiterleukin-2, reJcomblnantea Glykoprotein und/oder Gewebs- 
Plasminogen-Aktivator unfaSt. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche, 
dadurch gekennzelchnet, dafi man als Ultraflltrationsmembran 
elne Amicon Splralmembran mit TangentialfluS S1Y30. S10Y30 
Oder S100Y30 verwendet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche, 
dadurch gekennzelchnet, dafi man die Ultraf iltrationsmembran 
durch Beaufschlagen mit Viren der Familie Leviviridae vali- 
diert. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi es mittels einem Druckhaltetest 
kontrolliert wird. 
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07- 12-83 
10-02-89 

30- 07-84 

31- 03-87 

08- 07-86 
28-02-87 
30-06-89 



10 A I 8300044 



06-01-83 



AU Al 
AU B2 
DE Al 
EP Al 
FR Al 
GB AO 

SPSi 

NL A 
BE AO 
BE A 
DE Al 
FR Al 
GB Al 
JP A2 



85096/82 
539797 
3316632 
68407 
2526426 
8312120 
21 19799 

58192863 
8220204 
8203877 
8203877 
3144688 
2508038 
2100720 

57212154 



06-01-83 
18-10-84 
10-11-83 
05-01-83 
10-11-83 
08-06-83 
23-11-83 
10-11-83 
02-05-83 

22- 06-82 

23- 12-82 

05- 01-83 

24- 12-82 

06- 01-83 
27-12-82 



JO Al 6203566 



28-10-62 



ill. -7... 
GB Al 211011 
JP T2 5850098 



24-01-65 
13-04-83 
15-06-83 
23-06-83 



IP A I 33666 



AT E 
AU Al 

AU B2 
CA Al 
DE CO 
DK A 
EP A2 



EP 
EP 



A" 
Bl 



ES Al 
ES A5 
ES Al 
FI A 



FI 
FI 



FR Al 
FR Bl 



JP a2 
NO A 
NO B 
ND C 



10330 
66782/81 
548657 
1165711 
3167245 
427/81 
33686 
33686 
33686 
498962 
498962 
8201407 
§10174 
67655 
67655 
2474828 
2474B2B 
56123951 

6265646 
810334 
151442 
151442 



15- 12-84 

06- 08-81 

02- 01-86 
1 9-04-84 

03- 01-85 
02-08-81 
12-08-81 
26-08-81 
21-11-84 

16- 11-81 
16-12-81 
16-03-82 

02- 08-81 
31-01-85 
10-05-85 

07- 08-81 

09- 09-83 
29-09-81 

26-0/-94 
26-07-94 

03- 08-81 
02-01-85 

10- 04-85 



4 

f 



US A A3615B7 30-1 1-B2 

US A 49Q0450 25-12-90 

US A 5219735 15-06-93 

US A 5352476 04-10-94 

ZA A 8100590 24-02-82 



